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(54) VERFAHREN ZUR QUANTIFIZIERUNG VON NUKLEINSKUREN 

(57) Beschrieben wird ein Vterfahren zur QuantHraerung von 
Nukleinsauren in einer Probe unter Anwendung von Nukle- 
insaure-Amplifizierung, wobei der Probe vor dem Amplifizie- 
rungsschritt eine gegebene Menge eines bekannten 
Nukleinsauremolekuls als interner Standard zugegeben 
wird, welches Standard-NukleinsauremolekQl sich von der 
zu quantifizierenden Nukleinsaure zumindest in einem 
detektierbaren Merkmal urtterscheidet; zur Erzielung einer 
hohen-Genauigkeit und guten Reproduzierbarkeit wird vor- 
gesehen. daB der Probe vor der NuWeinsaure-AmpIiftzie- 
rung bekannte Mengen von mindestens zwei sich zumindest 
in einem detektierbaren Merkmai voneinander und von der 
zu quantifizierenden Nukleinsaure unterscheidenden 
bekannten Nukleinsauremotekulen als interner Standard 
zugegeben werden, die erhaitenen Mengen an amplifizierter 
Proben- und Standard-Nukleinsaure bestimmt werden und 
aus den erhaitenen Mengen die ursprOnglich in der Probe 
vorhandene Menge an zu quantifizierender Nukleinsaure 
bestimmt wird. 
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Die Erf.ndung betr.fft e.n Verfahren zur Quantifizierung von Nukleinsauren in einer Probe untf 
Anwendung von Nukle.nsaure-Amplifieierung. wobei der Probe vor dem Amplifizierungsschritt einfoeaebt 
ne Menge e,nes bekannten Nukleinsauremolekuls als interner Standard zugegeben w.rd welched s2oW 
, V °" 2U " zur^dest in .ne^^Z 

D ,v, A o ek o annt iSt 6ine c > uantitative PCR Methode. die auf einer kompetitiven PCR-Reaktion beruht fGillilanH- 

121 J { '"°\ 2 J 2 f Z T B6Stimmun 9 ™ DNA-Mengen wird eine VerdDrmunowft^^TS'- 
Standard verwendet die gi ei chzeitig mit der Probe amplifiziert wird. Die PCR-Reaktion wird bis zur - 

^1 9 o dUrCh9e,Uhrt - D,6S erl3Ubt 3UCh die Detektion der PCR-Produkte mittels EthidiumbromidfM bunn * 
' ? 6 CR "K?H dUkt c W6rden ansch,ieBend «* <** aufgetrennt und die Kopienzahl d^oTS?^ 

Kopienzah. der Standard-Verdunnungsreihe verglichen und so die Konzentration der Probe abgeschaS ' 
Diese Konzentrat,onsabschatzung ist dann exakt. wenn die Konzentration des Standards und der Prote 
etwa .m Verhaltn.s 1:1 in einem ReaktionsgefaB amplifiziert warden. Dies wiederum impliziert daB dfe* 
Best.mmung der DNA-Menge umso genauer erfolgt. je mehr Standardverdunnungen verwendet we'rden * 

E.ne Methode zur Quantifizierung von RNA wurde von Wang et al. (PNAS 86 (1989) 9717) voroeschl* 
gen D.ese PCR-Reaktion wird in der exponentiellen Phase gestoppt. Die Autoren scha ffen sXdurch 
AmpLfkat-on untersch.edlicher Standardkonzentrationen eine Eichkurve. Da in der exponentiellen Reaktions- 
phase die : Kop.enzahl bzw. d.e Konzentration der RNA direkt proportional zur Anzahl der PCR-Zyklen steiat - 
.st d.ese Eichkurve eine Gerade, in der man schlieBlich die Konzentration einer amplifizierten Probe ablesen 
kann Em Nachte.l d.eser Methode ist. daB die Endkonzentration der PCR-Produkte relativ gering ist sodaB '" 
marlel Nuk?e e o«dl° n empfl ' nd " Che Na ^-eismethoden anwenden muB. Wang et a., benutzen radioaktiv f 

10 . yefbesserung in der Detektion von geringen Mengen an PCR-Produkten gelang Porcher et al 

(B.oTechn.que 13 (1992). 106) durch den Einsatz von F.uoreszenz-markierten Primern und'der Quantifizie- 
rung der PCR-Produkte mit einem automatischen Laser-Fluoreszenz-DNA-Sequencer 

.^"VJf ^ethoden ermoglichen zwar die Quantifizierung bestimmter Gene, viraler DNA-Abschnitte 
oder mRNA, aber aufgrund unterschiedlicher Amplifizierung von Standard und Probe kommt es immer 

Re a k!L^n^ en R E ^ ebniSS ^; eS aUCh bekannt dafi die Effi2ienz der PCR-Reaktion oftma.s von 
Reakt.onsgefaB zu Reakt.onsgefaB unterschiedlich sein kann. Dieser Effizienzunterschied kann Unterschiede 

Lrh^lfn T ™ 1 * er9eben - ° ie Re P'°duzierbarkeit der mit den bekannten Methoden 

erhaltenen Quantifizierungsdaten .st daher immer noch nicht ausreichend 

Die vorliegende Erfindung stellt sich die Aufgabe. ein Verfahren zur Quantifizierung von Nukleinsauren 

bezu^ich 9 ^? Z • r'u, heS . 6ine S6hr 96naUe md V ° r a " em eine 9 ut ^produzierbare Information 

bezugl.ch der Menge an Nukle.nsaure in einer Probe ermoglicht und gieichzeitig Aussagen Uber die 
Nachweisgrenze der zu bestimmenden Nukleinsaure erlaubt. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren *er -eingangs erwahnten Art ist dadurch gekennzeichnet. daB der 
Probe vor der Nukle.nsaure-Amplifrzierung bekannte Mengen von mindestens zwei sich zumindest in einem 
detekt.erbaren Merkmal voneinander und von der zu quantifizierenden Nukleinsaure unterscheidenden 
bekannten Nukle.nsauremolekulen als interner Standard zugegeben werden. die erhaltenen Mengen an 
ampl.f.z.erter Proben- und Standard-Nukleinsaure bestimmt werden und aus den erhaltenen Mengen die 
ursprungl.ch in der Probe vorhandene Menge an zu quantifizierender Nukleinsaure bestimmt wird 

Das erfrndungsgemaBe Verfahren ermoglicht Ciberraschenderweise eine sehr exakte und dariiberhinaus * 
gut reproduzierbare Quantifizierung von Nukleinsauren aller Art. 

„. /.Tc e p« Uk «L n ^of A T' if L 2ierUn9 Sind P rin2, 'P iel1 Verfahren zu verstehen. welche auf der von Mullis et 
al (U.S. PS 4.683.195 und 4.683.202) entwickelten Technologie beruhen. beispielsweise die Polymerase- 
Kettenreakt.on (PCR), die reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) Oder die Ligase-PCR (LCR) 

D.e Standard-Nukleinsaure muB sich in : We nigstens einem detektierbaren Merkmal von der zu quantifi- 
zrerenden Nukleinsaure unterscheiden. sie sollte aber mit Hilfe der gleichen Primer amplifiziert werden 
konnen. Als prakt.sch haben sich Standard-Nukleinsauren erwiesen. die eine andere GroBe als die zu * 
quant.f,z.erende Nukleinsaure oder eine uniJce Restriktionsschnittstelle aufweisen. Die Standard-Nukleinsau- 2 
re ist be. Best.mmung von DNA-Mengen vorzugsweise eine DNA und bei Bestimmung von RNA-Mengen 4 
vorzugswe.se e.ne RNA. Bevorzugte Standards unterscheiden sich von der zu quantifizierenden Nukleinsau- ; : 
re .n 1 /«, b.s 20 % .hrer Lange bzw. durch mindestens 3. maximal 50 Nukleotide. wobei eine Standardnu- I 
kleinsaure d.e langer .st als die zu bestimmende Nukleinsaure. als "plus"(" + ")-Standard bezeichnet wird. ' 
und e.ne Standardnukleinsaure. die kleiner ist als die zu bestimmende Nukleinsaure. als "minus"("-")- 
Standard bezeichnet wird. Die genaue Sequenz der Standard-Nukleinsaure sollte naturlich bekannt sein. 

D.e Standards werden im erfindungsgemaBen Verfahren bevorzugt in unterschiedlicher Konzentration 
emgesetzt. wobe. einer der Standards in einer Konzentration knapp oberhalb der Nachweisgrenze zugege- 
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ben wird. 

Die beim Amplifizieren verwencleten Primer enthalten vorzugsweise Gruppen, welche die Nachweis- 
grenze der amplifizierten Nukleinsauren erhohen, beispielsweise fluoreszierende Oder radioaktive Gruppen 
Oder chemische Gruppen, die mit affinen Proteinen und nachgestalteten Detektionsreaktionen detektiert 

5 werden konnen (z.B. Biotin-Avidin, DIG-Markierung, etc.). wobei Primer mit fluoreszierenden Gruppen 
besonders bevorzugt sind. 

Die Bestimmung der Nukleinsaure-Mengen (unter Nukleinsaure-Menge versteht man prinzipiell die 
Quantitat an DNA oder RNA; eine Nukleinsaure-Menge kann z.B. in Form von Masse (mg, ug, ng, pg f ...) 
Oder als Anzahl der Kopien eines bestimmten Nukleinsaure-Molekuis angegeben werden) nach der 

70 Amplifizierung kann auf unterschiedlichste Art erfolgen, meist jedoch ist ein Schritt vorzusehen, bei 
welchem die amplifizierte Standard-Nukleinsaure von der amplifizierten, zu quantifizierenden Nukleinsaure 
getrennt wird und die getrennten Nukleinsaure-Mengen separat bestimmt werden. Vorzugsweise besteht 
dieser Trennungsschritt in einer Gelelektrophorese oder in einem chromatographisches Verfahren. 

Als besonders geeignet haben sich Detektionsverfahren erwiesen, welche automatisch erfolgen und den 

is Trennuhgs- und Quantifizierungsschritt kombinieren. Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsge- 
maBen Verfahrens besteht daher darin, daB die Bestimmung der Mengen an amplifizierter Nukleinsaure 
unter Verwendung eines Nukleinsaure-Detektionsgerates, vorzugsweise eines fluoreszenz-empfindlichen 
Nukleinsaure-Detektionsgerates. erfolgt. Beispiele fur solche Nukletnsaure-Detektionsgerate sind automati- 
sche DNA-Sequenzer mit laserinduzierten Fluoreszenz-MeBeinrichtungen (z.B. Gene Scanner®373A der 

20 Rrma Applied Biosystems) oder HPLC-Anlagen. Bei diesen Geraten ist es moglich, Nukleinsaure-Molekule 
voneinander zu trennen, die sich lediglich um ein bp in der Lange unterscheiden. 

Ein besonderer Vorteil des Gene Scanner® ist es, unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe in einer 
einzigen Spur unterscheiden zu konnen. Dies ermoglicht die gleichzeitige Aufarbeitung einer Vielzahl von 
Proben auf einem Gel, da alle am Gel zur Verfugung stehenden Spuren fur Proben verwendet werden 

25 konnen. Weiters ist es moglich, eine Vielzahl von PCR-Produkten, markiert mit unterschiedlichen Fluores- 
zenz-Farbstoffen, in einer einzigen Bahn zu analysieren (Multiplex-PCR). Beim gleichzeitigen Nachweis von 
beispielsweise zwei verschiedenen Nukleinsauren in einer Probe werden auBerdem Aufwand und Kosten 
nahezu halbiert. Dies ist beim Einsatz des erfindungsgemaBen Verfahrens im Routinebetrieb von besonde- 
rem Vorteil, wenn beispielsweise eine Blutprobe auf HIV und HBV getestet werden soil. Im Gegensatz dazu 

30 kann der von Porcher et al. zur Analyse der PCR-Produkte verwendete automatische Laser-Fluoreszenz- 
DNA-Sequenzer nur einen Fluoreszenzfarbstoff (und damit nur eine DNA) pro Spur analysieren. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens betrifft daher ein Verfahren, bei 
dem mehrere erhaltene Mengen an amplifizierter Proben- und Standard-Nukleinsauren in der gleichen 
Probe mittels der Multiplex-Analyse bestimmt werden. 

35 Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens , wird der Amplifizierungs- 
schritt bereits in der exponentiellen Phase gestoppt. 

Dadurch wird erreicht. daB das Verhaltnis der Kopienanzahl der amplifizierten Standards direkt propor- 
tional zur Kopienanzahl der zu quantifizierenden Sequenz ist. Weiters kann durch Koamplifikation eines 
einzigen Standards die Kopienanzahl der zu bestimmenden Nukleinsaure festgestellt werden. In diesem 

40 Punkt ist die erfindungsgemaBe Methode der oft verwendeten Methode von Gilliland et al weit uberlegen, 
da pro Probe lediglich eine Messung mit wenigstens zwei verschiedenen Standard-Molekulen durchgefuhrt 
werden muB, wogegen die Methode nach Gilliland um so genauer wird, je mehr Standards in verschiedenen 
Verdunnungen in verschiedenen Proben verwendet werden. 

Ein besonders bevorzugtes Anwendungsgebiet des erfindungsgemaBen Verfahrens besteht in der 

45 Quantifizierung viraler Nukleinsauren, vorzugsweise Nukleinsauren aus HIV, Parvovirus, Herpesvirus. HAV t . 
HBV, HCV, Baculovirus, Adenovirus oder Vacciniavirus. Diese Viren sind sowohl als Pathogene als auch 
wegen ihrer Verwendung in der Herstellung von Impfstoffen und rekombinanten Proteinen interessant. 

Es werden vorzugsweise virale Nukleinsauren in einer biologischen Probe, insbesondere in humanen 
Plasmen und deren Derivaten, gemaB dem erfindungsgemaBen Verfahren quantifiziert. Beispielsweise kann 

so mit der vorliegenden Methodik der Verlauf einer Infektion oder die Uberwachung von Impfungs- bzw. 
Therapiebehandlungen besser und genauer uberwacht werden. 

Dabei ist es von besonderer Bedeutung, dafi mit dem erfindungsgemaBen Verfahren pathogene Viren in 
einer Konzentration bestimmt werden konnen, die mindestens eine Zehnerpotenz unterhalb der infektiosen 
Dosis diese Viren liegt. 

55 Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft daher ein Verfahren zur Bestimmung der 

Nachweisgrenze von bestimmten Nukleinsauren, bei welchem mindestens eine Standard-Nukleinsaure mit 
einer Konzentration von knapp oberhalb der Nachweisgrenze eingesetzt wird. 
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Vorzugsweise wird die Menge an Nukleinsaure in pg/ml nach der folgenden Formel berechnet: 

^Probe = A Probe /Asiandard*N S tan<Jar<l"F r "D 

s worin 

Aprobe die Peak-Flache der amplifizierten Nukleinsauren der Probe, 

Asundar* der Mittelwert. der aus der Peak-Flache der amplifizierten internen Standards resultiert 
^standard der errechnete Mittelwert der eingesetzten Kopien des internen Standards 
das v erhaltnis des Volumens des Standards zum extrahierten Volumen und 
io D der Verdunnungsfaktor (falls die Probe vor der Extraktion verdUnnt worden ist) 

Da nach dem erfindungsgemaBen Vertahren mindestens zwei Standards in unterschiedlichen Kon^n 
rat,onen emgesetzt werden. erha.t man nach.der oben beschriebenen Berechnung mSSI^?^ 
fur die Konzentration der Probe, aus denen man schliefllich den Mittelwert berechnet toS,^.^ ! 
« SZT r Pr ° be " ^ Re9e ' ™ i AnsSt2e mit < ewei,s -eTplern und LSSS^S 

SSS^SiS SChlieG,iCh ^ Vi6r W6rten "* <* KonzentralT^be 

Die Reproduzierbarkeit der erfindungsgemaBen Methode betragt 95%. Um dies zu erreichen m..« 
darauf geachtet werden. daB die Effizienz der PCR-Reaktion fur den Standard und die Probe o eS aroB^t 
D,e Eff,z,enz der PCR-Reaktion ist vor allem dann von Bedeutung. wenn die PCF S 2 b° f " 

" sZ^ZT^T 95 ^ ^ VOrlie 9- de " era-dung in *" exponen«e,.en Phase gestopT^rd t 

' BeZtTZ r« « em F f ff unterSChiedliC ' ie EffiZien2 ,0f St3ndard und Probe «° «eh?ins £L5? 
Beeinfluflt w.rd d.e Eff.z.enz der PCR-Reaktion zum Beispiel von der Art des ». -mnifLL™ ^ 

Nuk.einsaure-Mo.ekU.s. WW die erfindungsgemaBe Methode zu'r ei^ ^ T^TZZe™ 

gen. so kampft man mit dem allgemein bekannten Problem, dafi die reverse TranskriD«on nu unvo ?<Zh 

-st und lediglich wenige Prozent der vorhandenen RNA auch wirklich transkrib ert Sen Weiter? af sfch 

sZt k T Zie V Ur + b2W - " Standard nicht unbedin 9t OlelchTSC^tSi;!."^ 

Schwankungen m den zu bestimmenden Konzentrationen. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung werden daher zur VergroBerunq der erhalte 
* Z^Z^^^ ^ ^ einsauL X' e T^r 

Ein bevorzugtes Verhaltnis der Standards ist ein Verhaltnis von 1:3. Bei der oben erwahnten RNA 
Analyse schwanken zwar die erhaltenen Verhaltnisse zwischen 1:1 und 1:6. aus den ErgeTnissen "elt 
Versuche und vor allem unter Verwendung des vor.iegenden Verfahrens kann aber gezei^ we^en daT m 
M,ttel e.n Verhaltn.s der internen Standards von rund 1 :3 evaluiert werden kann 

Um we.tere Ungenauigkeit in der Konzentrationsbestimmung der Probe auszuschlieBen werden daher 
2?™ ST T *? A ' iqUOte jed6r Pr ° be bestimmt ' bei denen ieweils mindestens zwe standards 
Z HXZ £ T."' SO B erhait M6fiWerte Pr ° Pr ° be - auS denen ma " *h ^nn einen Swert 

tZT " T" k Be,SP ' e,en iSt d ' e Genaui 9^t und Reproduzierbarkeit der Methode gut demon 
<o KgL^leTien *" ^ *™ 8rofl9n Xonzentrationsbereich reproduztbare 

H^H^f 6 e - ner bev0r2u 9 ten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens kommen zwei Stan- 
ttSSS^SlT* T 003342, WS,Che 6ine 9e9en0ber d6r 2U Q^ntifizierenden Nuk.einsau^ unter- 
ItS h n t an9e . aUfWe,Seni vor2 "9^eise eine Standard-Nuk.einsSuresequenz.welche kiirzer. und eine 
, S , t emsaurese( ' uenz - wel <*« ISnger ist als die zu quantifizierende Nuk.einsaure Ein besonderS ' 

4S bevorzugter Langenunterschied liegt zwischen 1 % und 20 %. oesonaers 

StJLTf? e ^ ndun 889emaBe. Methode von Vorteil erwiesen. die Nukleinsaure der internen 

E fizienz de ESSZT T P 5 R - Reakti ° n 2u2USet2en Dadurch w ^ d e" weitere UnterschiedeTn der 
^^ZS^!^^^ ^ die unte ' schiedlich « * - amplifizierenden Nuk.einsau- . 

Wichtige Kriterien bei der Quantifizierung von Nukleinsauren sind - wie erwahnt - die Sensitivitat und I 
e h Pr tn' erbarkeit Mit d6m erfind -9^emaBen Verfahren konnen Nuk.einsau e-Menge^ ^ m Bereic^ 1 
m! h k° P9 WeSentHCh Pr32iSer Und ^P~ d ^e^rer als mit den im Stand der Technik bes^riebenen I 
Methoden best,mm, werden. Damit ist aber keineswegs die Sensitivitatsgrenze der Methode S ^ 
und Quan«^Z Ta^ZT ^ des . edindu ^gemaBen Verfahrens umfaflt beispie.sweise die qualitative 
und hin,I a f Ana ,'y se D VOn blo, °9 lscn en Proben auf Nukleinsauren. insbesondere Blut und Blutderivate 
und/nl h ^K 9 ' S k ° dUkte - Bne W6i,ere beis P ielha ft« Einsatzmoglichkeit liegt in der Diagnose 
Therfp^ ^ Ver,aUfeS V0 " ,nfekti ° nen SOWie in d - von ,m P f 9 und 
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Ein wichtiger Aspekt der Erfindung betrifft daher biologische. insbesondere biotechnologische Produkte, 
die zumindest einen unterhalb der erlaubten Grenzen von 10 bzw. 100 pg pro Dosis und mit dem 
vorliegenden Verfahren gemessenen Gehalt an Nukleinsauren aufweisen und damit als im wesentlichen frei 
von Nukleinsauren gelten konnen. 

Zu den bevorzugten Produkten gehoren virale Proteine, wie gp!60, rekombinante Blutfaktoren, Plasma- 
proteine, sowie Impfstoffe, insbesondere gegen Herpes-, Influenza- oder TBE-Viren, und monoklonale 
Antikorper. 

GemaB einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung auch die Verwendung des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens zur Detektion von Nukleinsauren in biologischen Proben. 

Im weiteren kampft die Qualitatskontrolle insbesondere bei Impfstoffen oder biotechnologisch erzeugten 
Proteinen mit Background-Problemen. So kann man beim Bestimmen von kontaminierender Nukleinsaure 
(chromosomale DNA. RNA, virale DNA und RNA) bei Primaten-Zellkulturen auch die Verunreinigungen 
durch die Handhabung wahrend der Produktion oder wahrend der Aufarbeitung der Produkte durch das 
erfindungsgemaBe Verfahren erfassen, wenn die erngesetzten Primer spezifisch sind. Erfolgt die Produktion 
von rekombinanten Proteinen allerdings in Nicht-Primaten-Zellkulturen, wie zum Beispiel CHO (Chinese 
Hamster Ovarien), BHK (Baby Hamster Nierenzellen) oder CEC (Huhner-Embryozellen), so ist die Nach- 
weisgrenze mit der erfindungsgemaSen Methode weit niedriger, da das Problem der Verunreinigungen 
durch die Handhabung der Probe wegfallt. Besonders bevorzugt wird die erfindungsgemaBe Quantifizie- 
rungsmethodik bei Nukleinsauren aus CHO-. Vero-(Affenzellinie). BHK-. SK-Hep1-(menschliche Leberzelli- 
nie), Hybridom- oder CEC-Zellen angewendet, da diese Zellkulturen am gebrauchlichsten sind bei der 
Produktion von Impfstoffen oder biotechnologisch hergestellten Proteinen. 

Die Auswahl der Primerpaare ist selbstverstandlich ebenfalls ein wichtiger Faktor. urn eine gute 
Quantifizierung zu erhalten. Daher betrifft die vorliegende Erfindung gemaB einem weiteren Aspekt Primer, 
welche im vorliegenden Verfahren zur Anwendung kommen, namlich 
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HAV + 2058:ACTGCCATTGGGAAGC7TATTGTG 

HAV-21 72: CAT C CAT AG C ATG AT AAAG AG GAG C (Numerierung 

nach Cohen et al. (J.Virol.61 (1987) 50-59) 

HCV32: CTGTGAGGAACTACTGTCTT 

HCVPT4: CGGTTCCGCAGACCACTATG (Numerierung nach Han 

et al. (PNAS 88 (1 991 ) 1 71 1 -1 71 5) 

HBV + 1 780B:CATTGATCCTTATAAAGAATTTGGAGC 

HBV-1 950B:CCAGCAGAGAATTGCTTGCCTG AG (Numerierung 

nach Fujiyama et al. (Nucleic Acids Res.1 1 (1983) 4601-4610) 



HAV 2058-2081 
HAV 2196-2172 

HCV 45-64 
HCV 158-139 

HBV 1780-1806 
HBV 1973-1950 



Seq.lD 3. 
Seq.lD 4,_ 

Seq.lD 5, 
Seq ID 6, 

Seq.lD 7 und 
Seq.lD 8 



und Plasmide fur die Herstellung der Standards, namlich 

pgagl (bestehend aus dem bekannten pBS/SK~-Plasmid und einem Insert zwischen der Pst I und der Apa I 
Stelle der multiplen Klonierungsstelle, welches Insert die Basenpaare (bp) 1417 bis 2008 der HIV-1 
40 Sequenz aus Ratner et al. (Nature 313 (1985), 277-284) enthalt), 

pgag-15 (abgeleitet aus pgagl mit einer Deletion von 15 bp ab bp 1593 der HIV-1 Sequenz aus Ratner et 
aL), 

pgag + 12 (abgeleitet aus pgagl, indem eine 12 Nukleotide lange Insertion an der bpl593-Stelle eingefugt 
wurde). 

45 pHAV-wt (bestehend aus dem bekannten pCRII-Plasmid) und einem Insert an der multiplen Klonierungsstel- 
le des pCRII-Plasmids, welches insert die bp 2020 bis 2226 der cDNA-Sequenz aus Cohen et al. enthalt), 
pHAV-10bp (abgeleitet aus pHAV-wt mit einer Deletion von 10 bp ab bp 2100 der HAV-Sequenz aus Cohen 
et al. eingefugt wurde), 

pHAV + 9bp (abgeleitet aus pHAV-wt, indem eine 9 Nukleotide lange Insertion an der bp21 00- Stelle 
50 eingefugt wurde). 

pHCV-wt (bestehend aus dem bekannten pBS/SK~Plasmid und einem Insert an der EcoRV-Steile diese 
Plasmids, welches Insert die bp 27 bis 313 der cDNA-Sequenz aus Han et al. enthalt), 
pHCV-7bp (abgeleitet aus pHCV-wt mit einer Deletion von 7bp ab bp 126 der HCV-Sequenz aus Han et al. 
eingefugt wurde), 

55 pHCV + 8bp (abgeleitet aus pHCV-wt, indem eine 8 Nukleotide lange Insertion an der bpi26-Stelle eingefugt 
wurde). 

pHBV-wt (bestehend aus dem bekannten pBluescript II SK±-PIasmid und einem Insert an der EcoRI-Stelle 
diese Plasmids, welches Insert die bp 1763 bis 2032 des HBV-Genoms gemaB Fujiyama et al. enthalt), 
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pHBV-9bp (abgeleitet aus pHBV-wt mit einer Deletion von 9bp ab bo 1868 d*r hrv « 
et al. eingefiigt wurde) und p 868 der HBV -Sequenz aus Fujjy 

^ - » «an 9 e insert an der bpi^ 

sie Tf*?"*" Zeic.nungsfigure, ^ 

daO das erfindungsgemaBe Verfahren ZZr^T^°^l^. d - Beispie.en ge ^ 
genaue und reproduzierbare Quantifizierung von NukleinsMu re £EL% "T 

Es ze.gen: Fig.1 die Klonierung von P gag-15 und poaa + 12- 1 ? ■ ^ ei9net 



Beispiele 

'5 1. Allgemeine Arbeitsvorschriften: 
1.1. Prinzip des Verfahrens 



20 



25 



Nukleinsauren unterschiedlicher Herkunft werden mittels PCR untor v-™ * 
Huoreszierende Gruppen haben, ampiifiziert (Saiki et -..^S^Ts^^lSfi T 7'™"' We ' Che 
Quant.f.z.erung der erha.tenen amplifizierten PCR-ProduWe wurde L £ ™f I"! 91) " D ' e Anal ^e und die 
Sequencers mit laserinduzierter Ruor^zenz-MeflelnriSoTNA T automatischen DNA- 

Software von App.ied Biosystems) ausgefiihrt OkSTJlS^^^r"^ 373A mit Gene Scan<5> - 
PCR-Produkte mittels einer GeleiltfrcShor^ «° Fl "^eszenz-markierten 

gen der GroBe nach aufzutrennen und deren MeZZ^ta^lT^r Jenaturierenden Bedingun- 

Sequenzen in der Probe wird auf Grundlaae der «Z 2f , ? est, . mmen - Die Ko P^ahl bestimmter 
««"«-^ ^R-Produkte von zu 



30 



1.2.1. Extraktion viraler DNA 
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in ^0^^ -tritugie, Das Pell et wird 

20% SDS aufge.Sst. Nach Inkubation Ober Nach te lj'C It T' ^T^' 2 ° m9 ' ml) ' SOwie 10 wl 
Menge an Standard-Nukleinsaure zugesetet d7e Prohl L 6 1 4 h be. 56'C wird eine bestimmte 
und 10 ul Glykogen (Boehringer Mannham 20 lln . U " d Chl ° r °<°™ extrahiert 

«™'u~^^ wird mit Ethano. prazipi- 



1 .2.2. Extraktion proviraler DNA 
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5x105 Zellen werden in 100 ul Lvsis-Pufter n v one n « 
0.<S % T„een, 5 h bai 56 ' C ,ys,e rt . £E^£?2SX" P ' Mei " aSe * 



1 -2.3. Extraktion von RNA 
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so 



O^dwlS^^ W 100000 r P m 15 min. zentritugie, Der 

der Firm* B^^noimJT^^ mo mURNA au m, H G f nidi n iS ° thi ° Cyana, - L6s -9 <™Azo.« 
Es werden 400 und 1.200 Kopien des Minu ^und Z R NA ° Standa ' d "™A zugegeben. 

Losung wird 10- min bei 70-C erhitzt dann i/ir ? vm ^, " Standards ^ugegeben und gevortext. Die 
inkubiert. Dann wird f U r 5 mTnT e^ef^schzen^nT" . 2U9e ? ben U " d ftir 10 min a " f Eis 

transferiert. 500 u. tsopropano. w rd Zte^btTuTT ^""^ der Ube ^ d in neue Rohrchen 
zentrifugiert. 2 X mit 70 % Ethan^ geShen und J! p™ m f"' f 0 wird 10 min 

PCR-Reaktion werden 5 «. eingesetz, 5 WaSSe ' auf 9 enomme "- ™' die RT- 



55 1.3. PCR 



* • 1 p " mer - Taq-DNA-Polymerase (Soehrlnger Mannheim. 5.0 Bui) und 
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Wasser. Die PCR wird gemaB den Angaben des Herstellers von Puffer und Enzyrn bzw. gemafi ublicher 
Arbeitsvorschriften (Mullis et al.. Methods in Enzymology 155 (1987), 335) in einem PCR-Apparatur 
(GeneAmp PCR System 9600 der Firma Perkin-Elmer) durchgefuhrt. 

s 1 A. Analyse der Produkte 

Fur die Bestimmung und Quantifizierung der PCR-Produkte werden der PCR-Losung 0,5 bis 1,0 ul 
entnommen und in einem 373A Instrument der Firma Applied Biosystems gemaB den Angaben des 
Herstellers analysiert. 

70 

2. Beispiel 1: Quantifizierung von HIV durch reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) 

Bei dieser Quantifizierung werden Primer verwendet, welche in den cDNA-Sequenzen des HIV-1 binden 
und durch RT-PCR von Wildtyp-RNA ein 115 bp groBes Produkt ergeben. namlich 
75 SK38: ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAAT HIV-1 1551-1578 Seq.lD 1 
SK39: TTTGGTCCTTGTCTTATGTCCAGAATGC HIV-1 1665-1638 Seq.lD 2 
(Numerierung nach Ratner et aL). Die Primer wurden unter Verwendung der Phosphoamidit-Chemie auf 
einem DNA-Synthesizer hergestellt (Applied Biosystems 394 DNA Synthesizer). 

Die Standard-Plasmide pgag-15 und pgag + 12 sind abgeleitet aus dem Plasmid pgag1 f welches aus 
20 dem bekannten pBS/SK~-Plasmid (Firma Stratagene) und einem Insert in der multiplen Klonierungsstelle 
dieses Plasmids besteht. welches Insert die bp 1417 bis 2008 des HIV-1 aus Ratner et al. enthalt. 

In pgag-15 wurden die bp 1593 bis 1607 deletiert, in pgag + 12 ein 12 bp langes Insert an der Steile 
1593 eingefugt (siehe Fig.1). Die Plasmide wurde gereinigt (QUIAGEN-Verfahren), die Konzentration durch 
spektroskopische Messung bei 260 nm bestimmt, mit EcoRI geschnitten und in einem 10mM TRIS/HCl pH 
25 8/0,1 mM EDTA-Puffer verdunnt (Sambrook et al. Molecular Cloning, Second Edition, Cold Spring Harbor 
Lab Press. Cold Spring Harbor (1 989)). 

In vitro Transkription mit T3-Polymerase gemaB Sambrook et al. ergibt ein 644 n + Transkript und ein 
617 b "-"Transkript, welche mit einer Guanidinisothiocyanatlosung extrahiert und durch spektrophotonhetri- 
sche Messungen bei 260 nm quantifiziert werden. 
30 Diese RNA-Praparationen dienen als Standard fur die RT-PCR. 

Die Lange der RT-PCR-Produkte von Standard und Wildtyp-DNA betragen daher 127 (pgag + 12), 100 
(pgag-15) und 115 bp (wt). 

3. Beispiel 2: Quantifizierung von HAV durch RT-PCR 

35 

Bei dieser Quantifizierung werden Primer verwendet, welche in den cDNA-Sequenzen des HAV binden 
und durch RT-PCR von Wildtyp-RNA ein 139 bp groBes Produkt ergeben, namlich 
HAV + 2058: ACTGCCATTGGGAAGCTTATTGTG HAV 2058-2081 Seq.lD 3 und 
HAV-21 72: CATCCATAGCATGATAAAGAGGAGC HAV 21 96-21 72 Seq.lD 4 
40 (Numerierung nach Cohen et al. (J.Virol.61 (1987) 50-59). Die Primer wurden unter Verwendung der 
Phosphoamidit-Chemie auf einem DNA-Synthesizer hergestellt (Applied Biosystems 394 DNA Synthesizer). 

Die Standard-Plasmide pHAV-10 und pHAV + 9 sind abgeleitet aus dem Plasmid pHAV-wt, welches aus 
dem bekannten pCRII-Plasmid (Firma InVitrogen) und einem Insert in der multiplen Klonierungsstelle dieses 
Plasmids besteht, welches Insert die bp 2020 bis 2226 des HAV aus Cohen et aL enthalt. 
45 In pHAV-10 wurden die bp 2100 bis 2109 deletiert. in pHAV + 9 ein 9 bp langes Insert an der Stelle 
2100 eingefugt Die Plasmide wurden gereinigt (QUIAGEN-Verfahren), die Konzentration durch spektrosko- 
pische Messung bei 260 nm bestimmt, mit AlwNI geschnitten und in einem 10mM TRIS/HCl pH 8/0,1 mM 
EDTA-Puffer verdunnt (Sambrook et al. Molecular Cloning, Second Edition, Cold Spring Harbor Lab Press, 
Cold Spring Harbor (1989)). 

50 In vitro Transkription mit T3-Polymerase gemaB Sambrook et al. ergibt ein 1 1 40 b " + Transkript. ein 
1121 b "-"Transkript und ein 1131 b "wtTransktipt, welche mit einer Guanidinisothiocyanatlosung extra- 
hiert und durch spektrophotometrische Messungen bei 260 nm quantifiziert werden. 
Diese RNA-Praparationen dienen als Standard fur die RT-PCR. 

Die Lange der RT-PCR-Produkte von Standard und Wildtyp-DNA betragen 148 (pHAV + 9), 129 (pHAV- 
55 10) und 139 bp (wt). 

Zwei Plasmen (PL1 und PL2) sowie zwei Albuminlosungen (Albumin und Humanalbumin) wurden 
mittels der beschriebenen Methode auf HAV untersucht. Tabelle 1 zeigt die Auswertung der Messungen mit 
dem Nukleinsaure-Detektionsgerat mit Hilfe eines Computerprogrammes (MS Excel®). Spalten 1 und 2 

7 
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geben die Menge an eingesetzten Minus-Standard und Plus-Standard an. Spalten 3 und 4 bezeichnerft 
Verdunnung und eingesetztes Volumen. In Spalte 5 ist die Probe angegeben. Spalte 6 bezeichnet das 
Virus, auf das untersucht wird. Die Kopienzahlen der Proben wurden sowohl anhand des Minus-Standards 
(N-Base; Spalte 7) als auch anhand des Plus-Standards (N + Base; Spalte 8) berechnet; der Mittelwert 

5 beider Bestimmungen ergibt das MeBergebnis. Spafte 9 blieb leer. Spalte 10 gibt die Nummer des 
Probenlaufes an. Die Spalten 11, 12 und 13 geben die Flache der detektierten Peaks an. 

Fig.2 zeigt die graphische Auswertung der HAV-Untersuchung, wobei in den verschiedenen Bahnen die 
Intensitaten der Fluoreszenzsignale der PCR-Produkte (und Nebenprodukte) dargestellt. Die Produkte sind 
anhand ihrer definierten GroBe (in>p) identifizierbar. Die Standards sind 148 und 129 bp lang, der Wildtyp 

io 1 ?9. 
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Die Ergebisse dieser Untersuchungen zeigten, daG Plasma 1 positiv war (798 Kopien/ml). wahrend die 
anderen drei Proben unterhalb der Nachweisgrenze von ca. 200-250 Kopien/ml lagen. Der "Nachweisgren- 
55 zenpeak" (der Plus-Standard in einer Kopienzahl von 300 Kopien/ml extrahiertes Material) ist in alien 
Messungen klar erkennbar. 



AT 401 062 B 



4. Beispiel 3: Quantifizierung von HCV durch RT-PCR 

Bei dieser Quantifizierung werden Primer verwendet. welche in den cDNA-Sequenzen des HCV binden 
und durch RT-PCR von Wildtyp-RNA ein 1 14 bp groGes Produkt ergeben. namlich 
5 HCV32: CTGTGAGGAACTACTGTCTT HCV 45-64 Seq.lD 5 und 
HCVPT4: CGGTTCCGCAGACCACTATG HCV 158-139 Seq ID 6 
(Numerierung nach Han et al. (PNAS 88 (1991) 1711-1715). Die Primer wurden unter Verwendung der 
Phosphoamidit-Chemie auf einem DNA-Synthesizer hergestellt (Applied Biosystems 394 DNA Synthesizer) 
Die Standard-Plasmide pHCV-7 und pHCV+8 sind abgeleitet aus dem Plasmid pHCV-wt, welches aus 
io dem bekannten pBS/SK~-Plasmid (Rrma Statagene) und einem Insert in der multiplen Klonierungsstelle 
dieses Plasmids besteht, welches Insert die bp 27 bis 313 des HCV aus Han et al. enthalt. 

In pHCV-7 wurden die bp 126 bis 135 deletion, in pHCV + 8 ein 8 bp langes Insert an der Stelle 126 
eingefugt. Die Plasmide wurde gereinigt (QUIAGEN-Verfahren), die Konzentration durch spektroskopische 
Messung bei 260 nm bestimmt, mit Xmnl geschnitten und in einem 10mM TRIS/HCI pH 8/0.1 mM EDTA- 
/5 Puffer verdunnt (Sambrook et al. Molecular Cloning, Second Edition, Cold Spring Harbor Lab Press, Cold 
Spring Harbor (1989)). 

In vitro Transkription mit T3-Polymerase gemaB Sambrook et al. ergibt ein 1385 b " + "Transkript, ein 
1370 b "-"Transkript und ein 1377 b "wT Transkript, welche mit einer Guanidinisothiocyanatlosung extra- 
hiert und durch spektrophotometrische Messungen bei 260 nm quantifiziert werden. 
20 a Diese RNA-Praparationen dienen als Standard fur die RT-PCR. 

Die Lange der RT-PCR-Produkte von Standard und Wildtyp-DNA betragen daher 122 (pHCV + 8) 107 
(pHCV-7) und 1 14 bp (wt). 
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5. Beispiei 4: Quantifizierung von HIV-proviraler DNA 



Bei dieser Quantifizierung werden Primer verwendet, welche in den cDNA-Sequenzen des HIV-1 binden 
und durch PCR von proviraler HIV-DNA ein 115 bp grofies Produkt ergeben. namlich 
SK38: ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAAT HIV-1 1551-1578 Seq.lD 1 
SK39: TTTGGTCCTTGTCTTATGTCCAGAATGC HIV-1 1665-1638 Seq.lD 2 
30 (Numerierung nach Ratner et al.). Die Primer wurden unter Verwendung der Phosphoamidit-Chemie auf 
einem DNA-Synthesizer hergestellt (Applied Biosystems 394 DNA Synthesizer). 

Die Standard-Plasmide pgag-15 und pgag + 12 sind abgeleitet aus dem Plasmid pgagl. welches aus 
dem bekannten pBS/SK~-Plasmid (Firma Stratagene) und einem Insert in der multiplen Klonierungsstelle- 
dieses Plasmids besteht, welches Insert die bp 1417 bis 2008 der HIV-1 aus Ratner et al enthalt. 
35 In pgag-15 wurden die bp 1593 bis 1607 deletiert, in pgag + 12 ein 12 bp langes Insert an der Stelle 

1593 eingefugt (siehe Fig.1). Die Plasmide wurde gereinigt (QUIAGEN-Verfahren), die Konzentration durch 
spektroskopische Messung bei 260 nm bestimmt, mit EcoRI geschnitten und in einem 10mM TRIS/HCI pH 
8/0.1 mM EDTA-Puffer verdunnt (Sambrook et al. Molecular Cloning, Second Edition. Cold Spring Harbor 
Lab Press, Cold Spring Harbor (1989)). 
40 Diese DNA-Praparationen dienen als Standard fur die PCR. 

Die Lange der PCR-Produkte von Standard und Wildtyp-DNA betragen daher 127 (pgag + 12). 100 
(pgag-15) und 115 bp (wt). 



6. Beispiel 5: Quantifizierung von HBV 



Bei dieser Quantifizierung werden Primer verwendet, welche im Genom des HBV binden und durch 
PGR von Wildtyp-DNA ein 182 bp grofies Produkt ergeben, namlich 

HBV + 1 780B: CATTGATCCTTATAAAGAATTTGGAGC HBV 1 780-1 806 Seq.lD 7 und 
HBV-1950B: CCAGCAGAGAATTGCTTGCCTGAG HBV 1973-1950 Seq.lD 8 % 
so (Numerierung nach Fujiyama et al.). Die Primer wurden unter Verwendung der Phosphoamidit-Chemie auf 4 
einem DNA-Synthesizer hergestellt (Applied Biosystems 394 DNA Synthesizer). |£ 
..Die Standard-Plasmide pHBV-9 und pHBV+ 12 sind abgeleitet aus dem Plasmid pHBV-wt. welches aus)& 
dem bekannten pBluescript II SK±-Plasmid (Firma Stratagene) und einem Insert in der multiplen Klonie-* 
rungsstelle dieses Plasmids besteht. welches Insert die bp 1763 bis 1868 der HBV aus Fujiyama et al. 
ss enthalt. 

In pHBV-9 wurden die bp 1868 bis 1876 deletiert. in pHBV+12 ein 12 bp langes Insert an der Stelle ; 
1858 eingefugt. Die Plasmide wurden gereinigt (QUIAGEN-Verfahren), die Konzentration durch spektrosko-, y 
pische Messung bei 260 nm bestimmt, mit einem Restriktionsenzym einmal geschnitten und in einei 
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10mM TRIS/HCI pH 8/0.1 mM EDTA-Puffer verdunnt (Sambrook et al. Molecular Cloning, Second Edition, 
Cold Spring Harbor Lab Press, Cold Spring Harbor (1989)). 
Diese DNA-Praparationen dienen als Standard fur die PCR. 

Die Lange der PCR-Produkte von Standard und Wildtyp-DNA betragen daher 194 (pHBV+12), 173 
5 (pHBV-9) und 182 bp (wt). 

Die Ergebnisse einer Quantifizierungsreihe sind in Tabelle 2 wiedergegeben und in der Figur 3 
graphisch veranschaulicht. Die Amplifizierungsreaktion wurde ausgehend von jeweils 150 Kopien pHBV-9 
und 50 Kopien von HBV + 12 und unterschiedlichen Mengen an pHBV-wt (400, 200, 100, 50 und 0 Kopien) 
durchgefuhrt. Jeder Ansatz wurde vierfach gemessen. . 

w 
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Die Ergebnisse zeigen, daB der festgestellte DNA-Gehalt sehr gut reproduzierbar tst. 
55 Patentanspruche 

1. Verfahren zur Quantifizierung von Nukleinsauren in einer Probe unter Anwendung von NukJeinsaur| 
Amplifizierung, wobei der Probe vor dem Amplifizierungsschritt eine gegebene Menge eines bekanntg 
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Nukleinsauremolekiils als interner Standard zugegeben wird. welches Standard-Nukleinsauremoiekul 
sich von der zu quantifizierenden Nukleinsaure zumindest in einem detektierbaren Merkmal unterschei- 
det. 

dadurch gekennzeichnet, 

s daS der Probe vor der Nukleinsaure-Amplifizierung bekannte Mengen von mindestens zwei sich 

zumindest in einem detektierbaren Merkmal voneinander und von der zu quantifizierenden Nukleinsau- 
re unterscheidenden bekannten Nukleinsauremolekulen als interner Standard zugegeben werden, die 
erhaltenen Mengen an amplifizierter Proben- und Standard-Nukleinsaure bestimmt werden und aus den 
erhaltenen Mengen die ursprunglich in der Probe vorhandene Menge an zu quantifizierender Nuklein- 

w saure bestimmt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl beim Amplifizieren Primer mit fluoreszie- 
renden oder radioaktiven Gruppen oder chemischen Gruppen, die mit affinen Proteinen und nachge- 
schalteten Detektionsreaktionen detektiert werden konnen, vorzugsweise mit fluoreszierenden Gruppen, 

is verwendet werden. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Amplifizierung der 
Nukleinsauren bereits in der exponentiellen Phase gestoppt wird. 

20 4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, daB die Bestimmung der 
Mengen an amplifizierter Nukleinsaure unter Verwendung eines Nukleinsaure-Detektionsgerates, vor- 
zugsweise eines fluoreszenz-empfindlichen Nukleinsaure-Detektionsgerates, erfolgt. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB virale Nukleinsauren, 
25 vorzugsweise HIV-, Parvovirus-, Herpesvirus-, HAV-, HBV-. HCV-, Bacuiovirus-, Adenovirus- Oder 

Vacciniavirus-Nukleinsauren, quantifiziert werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB virale Nukleinsauren in einer biologischen 
Probe, insbesondere Blut- und Blutderivaten und biotechnologischen Produkten,. quantifiziert werden. 

30 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6. dadurch gekennzeichnet,- daB unterschiedliche 
Mengen der Standard-Nukleinsauren der Probe vor der Amplifizierung zugegeben werden. 

a Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB Standard-Nukleinsauren 
35 zum Einsatz kommen, welche eine gegenuber der zu quantifizierenden Nukleinsaure unterschiedliche 

Lange aufweisen, vorzugsweise eine Standard-Nukleinsauresequenz.weiche kurzer, und eine Standard- 
Nukleinsauresequenz, welche langer ist als die zu quantifizierende Nukleinsaure. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8 t dadurch gekennzeichnet, daB mehrere erhaltene 
ao Mengen an amplifizierter Proben- und Standard-Nukleinsaure in der gleichen Probe mittels der 

Multiplex-Analyse bestimmt werden. 

10. Verfahren zur Bestimmung der Nachweisgrenze von bestimmten Nukleinsauren unter Verwendung 
eines Verfahrens gemaB der Anspruche 1 bis 9. dadurch gekennzeichnet, daB mindestens eine 

45 Standard-Nukleinsaure mit einer Konzentration von knapp oberhalb der Nachweisgrenze eingesetzt 

wird. 

11. Biologische. insbesondere biotechnologische Produkte. die zumindest einen Gehalt an Nukleinsaure 
unterhalb der Grenze von 10 bzw 100 pg pro Dosis, ermittelt nach einem Verfahren gemaB einem der 

so Anspruche 1 bis 9, aufweisen und daher im wesentlichen fret von Nukleinsauren sind. 

12. Biologische, insbesondere biotechnologische Produkte nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
daB sie ausgewahlt sind aus viralen Proteinen. insbesondere gp160. rekombinanten Blutfaktoren, 
Plasmaproteinen sowie Impfstoffen, insbesondere gegen Herpes-, Influenza- oder TBE-Viren, und 

55 monoklonalen Antikorpern 

13. Verwendung eines Verfahrens gemaB einem der Anspruche 1 bis 9 zur Detektion von Nukleinsauren in 
biologischen Proben. 
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14. Primer mit der Sequenz gemaB der SeqJD 3, 4, 5. 6 t 7 und 8. 




15. Standard-PIasmide pgag1 t pgag-15, pgag + 12. pHAV-wt, pHAV-10bp, pHAV + 9bp, pHCV-wt pHCV- 
7bp. pHCV + 8bp, pHBV-wt, pHBV-9bp und pHBV+ 12bp. ' 

5 
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SEQUENZPROTOKOLL 



INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1 : 

(0 SEQUENZ CHARAKTERISTDCA: 

(A) LANGE: 28 Baseapaare 

(B) ART: Nuklcinsaure 

(Q STRANGFORM: Einzcl 
(D) TOPOLOGEE: linear 
(ii) ART DES MOLEKULS: DNS (synthetisch) 

(xi) SEQUENZBESCHREEBUNG: SEQ ID NO: 1: 

ATAATCCACC TATCCCAGTA GGAGAAAT 



INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

CO SEQUENZ CHARAKTERISTDCA: 

(A) LANGE: 28 Basenpaare 

(B) ART: Nuklcinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGEE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNS (synthetisch) 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
TTTGGTCCTT GTCTTATGTC CAGAATGC 
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INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

(0 SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nufcleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzcl 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKCLS; DNS (synthetisch) 

(xi) SEQUENZBESCHREIBXJNG: SEQ ID NO: 3: 
ACTGCCATTG GGAAGCTTAT TGTG 



INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nukldnsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNS (syniheusch) 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
CATCCATAGC ATGATAAAGA GGAGC 
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INFORMATION ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTTKA: 

(A) LANGE: 20 Baseapaare 

(B) ART: Nuklcinsaurc 
(Q STRANGFORM: Einzel 
(D) TOPOLOGEE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNS (synthctisch) 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
CTGTGAGGAA CTACTGTCTT 20 



INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGEE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DNS (synthctisch) 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ED NO: 6: 
CGGTTCCGCA GACCACTATG 20 
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INFORMATION ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTTKA: 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 

(B) ART; Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

© ART DES MOLEKULS: DNS (symhetisch) 

(ri) SEQUENZBESCHREEBUNG: SEQ ED NO: 7: 
CATTGATCCT TATAAAGAAT TTGGAGC 



INFORMATION ZU SEQ ED NO: 8: 

- (i) SEQUENZ CHARAKTERISTDCA: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: DN 7 S (syntheusch) 

(xi) SEQUENZB ESCHREIB UNG: SEQ ED NO: 8: 
CC AGCAGAGA ATTGCTTGCC TGAG 
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